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Введение
Термин «аптамер» происходит от латинского «ap-
tus», что значит «соответствие», и греческого «meros» ― 
«область» [1, 2]. В основе парадигмы аптамеров как воз-
можных лигандов, связывающих биомолекулы, лежат 
представления о взаимодействии нуклеиновых кислот 
с белками [3], низкомолекулярными лигандами (рибо-
свитчи, или рибопереключатели) [4], а также о катали-
тической активности рибо- и дезоксирибонуклеиновых 
кислот (РНК и ДНК) [5, 6].
Впервые работы, посвященные технологии селекции 
мишеньспецифических аптамеров, впоследствии полу-
чившей название SELEX (Systematic Evolution of Ligands 
by Exponential Enrichment, систематическая эволюция ли-
гандов экспоненциальным обогащением), были опубли-
кованы в 1990 г. [7, 8.] Первый лекарственный препарат 
на основе аптамера Макуген (Macugen) был разрешен к 
применению в 2004 г. [9]. К настоящему моменту более 
десяти аптамерных терапевтических молекул находят-
ся на различных стадиях клинических испытаний [10]. 
Аптамеры получают путем селекции in vitro комбинатор-
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Аптамеры для терапии бактериальных 
инфекций: проблемы и перспективы
Аптамеры ― короткие одноцепочечные фрагменты нуклеиновых кислот, которые в процессе направленной химической «эволюции 
в пробирке» на основе технологии SELEX отбирают на специфичность к избранной молекулярной мишени. Возможность получать 
при помощи SELEX олигонуклеотиды, связывающие широчайший спектр высоко- и низкомолекулярных лигандов, а также простота 
автоматизированного синтеза привели к созданию широкого спектра приложений аптамеров ― от биосенсоров до противоопухолевых 
препаратов. С точки зрения медицинской химии, аптамеры являются новым классом молекул, на основе которых могут быть разра-
ботаны лекарственные препараты. Поэтому, а также ввиду стабильности, относительной простоты синтеза и создания все более 
эффективных стратегий селекции мишеньспецифических молекул аптамеры привлекают внимание разработчиков лекарственных 
средств, в том числе и антибактериальных. Интерес к антибактериальным аптамерам усиливается и в связи с проблемами, возник-
шими при разработке принципиально новых антибактериальных средств на основе классических химических соединений ― как малых 
органических молекул, так и синтетических модификаций известных антибиотиков. В настоящем обзоре рассматриваются работы, 
направленные на создание противоинфекционных аптамеров, и обсуждаются как потенциал, так и существующие на данном этапе 
ограничения, свойственные этому классу терапевтических молекул.
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ных библиотек ДНК- или РНК-олигонуклеотидов длиной 
50–70 мономерных звеньев. Прямой химический синтез 
позволяет получать библиотеки олигонуклеотидов, со-
стоящие из 1017 и даже более уникальных молекул. Такой 
уровень сложности библиотеки на многие порядки пре-
вышает разнообразие фаг-дисплейных (Phage display) или 
экспрессионных библиотек, получаемых генно-инженер-
ными методами (не более 1012−1013 индивидуальных чле-
нов). Селекция аптамеров, как правило, осуществляется 
в несколько раундов, в течение которых проводится обо-
гащение библиотеки мишеньспецифическими последова-
тельностями. Развитие технологий скрининга библиотек 
аптамеров привело к значительному повышению эффек-
тивности как селекции за счет методов, обеспечивающих 
сокращение числа раундов [11], так и дискриминации не-
специфически связывающихся аптамерных молекул [12]. 
Доступность технологий высокопроизводительного секве-
нирования значительно облегчает поиск и анализ консен-
сусных районов аптамеров, обусловливающих связывание 
с мишенью [13]. За время, прошедшее с момента создания 
SELEX, технология претерпела глубокие изменения и по-
лучила целый ряд модификаций. Детальное обсуждение 
современного состояния SELEX выходит за рамки данной 
статьи и представлено, в частности, в процитированных 
выше и многих других обзорных публикациях. 
Аптамеры иногда называют «химическими антитела-
ми», поскольку так же, как и антитела, аптамеры можно 
получить к мишеням, обладающим различной структурой 
и химическим составом. Однако между антителами и апта-
мерами имеется и ряд существенных отличий. Поскольку 
аптамеры являются полностью синтетическими молекула-
ми, их производство намного дешевле, чем производство 
антител. Аптамеры значительно меньше антител по разме-
ру (8–25 против ~155 кДа у антител класса G [14, 15]), что 
в ряде случаев облегчает проникновение в ткани [16–18]. 
В отличие от антител, которые производятся биосинте-
тически, препараты синтетических аптамеров обладают 
высокой воспроизводимостью характеристик в различных 
лотах. Синтез аптамеров может сопровождаться введени-
ем различных химических модификаций практически без 
ограничения по положению и химической структуре. В 
частности, такие модификации повышают устойчивость 
аптамеров к нуклеазам [19], улучшают фармакокинетиче-
ские показатели [20], увеличивают аффинность и хими-
ческое разнообразие библиотек аптамеров [21]. Aптамеры 
термостабильны (способны выдерживать нагревание до 
80–90°C без потери своих свойств) и могут длительное 
время храниться при комнатной температуре [22].
Одним из важнейших направлений в разработке ап-
тамеров является создание терапевтических молекул. В 
связи с распространением лекарственно-устойчивых па-
тогенных бактерий и сложностями, с которыми стол-
кнулись разработчики новых антибиотиков на основе 
библиотек малых органических молекул [23], ведется 
постоянный поиск альтернативных платформ, на основе 
которых могли бы быть созданы эффективные анти-
бактериальные препараты. Существующие прототипы 
антибактериальных средств на основе аптамеров целесо-
образно разделить на препараты, самостоятельно инак-
тивирующие бактериальные клетки, и молекулы, блоки-
рующие действие секретируемых патогенами токсинов и 
других факторов вирулентности.
Основные направления, в которых ведутся разработки 
антибактериальных аптамеров, включают: 
1) воздействие на метаболизм патогена; 
2) стимуляцию иммунного ответа на клетки конкрет-
ного вида бактерий; 
3) блокировку инвазивной активности микроорга-
низмов по отношению к клеткам хозяина; 
4) ингибирование действия токсинов и других факто-
ров вирулентности [24].
Аптамеры, ингибирующие бактериальные 
ферменты
В 2011 г. были получены ДНК-аптамеры, связыва-
ющие полифосфаткиназу-2 Mycobacterium tuberculosis. 
Отбор осуществлялся методом SELEX при помощи маг-
нитных гранул для выделения и очистки биологических 
макромолекул (Magnetic-bead) на протяжении 20 ци-
клов. В итоге было отобрано 11 индивидуальных после-
довательностей, которые были разделены на 2 группы 
на основании гомологичных мотивов в первичной по-
следовательности нуклеотидов и наличия сходных эле-
ментов вторичной структуры. С помощью программы 
квадруплексного формирования G-богатых последова-
тельностей (Quadruplex forming G-Rich Sequences, QGRS 
mapper) удалось выяснить, что такого рода аптамеры 
образуют структуры в виде G-квадруплексов, которые, 
вероятно, являются полезными при взаимодействии 
со сложным октамерным комплексом полифосфатки-
назы-2. Методом изотермической калориметрии был 
отобран аптамер, связывающий полинуклеотид с кон-
стантой диссоциации (Кd) 870±220 нМ. Анализ взаи-
модействия этого аптамера с полифосфаткиназой-2 из 
Laribacter hongkongensis и Vibrio cholerae продемонстри-
ровал наличие определенной (хотя и пониженной по 
сравнению с M. tuberculosis) аффинности и к ферментам 
этих микроорганизмов. Было показано, что концентра-
ция полумаксимального ингибирования (IC50) мишени 
для данного аптамера составляет 39,3±10 нМ, в то время 
как остальные отобранные индивидуальные последова-
тельности подавляющего действия почти не проявляют. 
К тому же он оказывает не столь сильный ингибирую-
щий эффект на полифосфаткиназу-2 L. hongkongensis и 
V. cholerae. Полифосфаткиназа-2 является критическим 
фактором и вирулентности, и стрессовой резистент-
ности бактерий. Эффект при ингибировании полифос-
фаткиназы-2 может быть плейотропным и заключаться 
в нарушении подвижности бактерий, формировании 
дефектов биопленок, понижении устойчивости к физи-
ческим стрессам и ингибиторам роста [25]. Таким обра-
зом, ингибиторы полифосфаткиназы-2 могут замедлять 
развитие и распространение инфекции в организме. 
Недавно были описаны аптамеры, специфичные к 
другому ферменту M. tuberculosis ― синтетазе гликоле-
вой кислоты (Alpha-Hydroxy Acids, AHAs) [26]. Послед-
няя является валидированной мишенью для создания 
противотуберкулезных препаратов [27]. Две полученные 
молекулы вначале демонстрировали эффективное пода-
вление активности AHAs (IC50 20–30 нМ), несколько от-
личаясь механизмом ингибирования фермента, а после 
оптимизации длины ― подавление роста M. tuberculosis 
в культуре (минимальная ингибирующая концентрация 
5,36 и 6,24 мкг/мл) при практическом отсутствии ток-
сичности в отношении клеток млекопитающих. Вместе 
с тем авторы отмечают, что механизм проникновения 
полученных аптамеров в клетки M. tuberculosis остается 
неизученным [26].
Ингибирование β-лактамаз является одним из важ-
нейших способов повышения эффективности анти-
биотиков ― ингибиторов синтеза клеточной стенки. В 
частности, были получены ДНК-аптамеры, способные 
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ингибировать действие металло-β-лактамазы патогенной 
палочки Bacillus cereus. В качестве мишени для отбора 
аптамеров методом SELEX была использована металло-
β-лактамаза подкласса BcII. В итоге нескольких циклов 
селекции удалось выделить только 1 аптамер длиной 
30 оснований. После программной идентификации его 
вторичной структуры была синтезирована укороченная 
версия аптамера длиной 10 оснований. При этом IC50 
для исходного и модифицированного аптамеров соста-
вила 1,2 нМ, что является весьма высоким показателем. 
Для анализа специфичности связывания использовались 
карбоксипептидаза А свиньи и серин-β-лактамаза. Оба 
фермента не ингибировались аптамером, что показывает 
его высокую специфичность к целевому энзиму. Тесты 
на B. cereus аптамера с β-лактамным антибиотиком (це-
фалексин) показали супрессию роста культуры в течение 
20 ч при 30°С [28].
Аптамеры могут быть получены не только с использо-
ванием отдельных молекул-мишеней, но и на основе свя-
зывания с более сложными структурами, включающими 
живые клетки, в том числе бактериальные (cell-SELEX). 
Следует отметить, что технологически cell-SELEX явля-
ется весьма эффективной процедурой, поскольку в роли 
твердой фазы выступает сама мишень, снижая, таким 
образом, вероятность селекции неспецифически связы-
вающихся аптамерных молекул [29, 30].
В 2012 г. были получены высокоспецифичные ДНК-
аптамеры к Salmonella enteritidis и Salmonella typhimurium 
методом селекции библиотек аптамеров с использова-
нием в качестве мишеней живых интактных клеток (cell-
SELEX). Константы диссоциации отобранных аптамер-
ных пулов составляли 7 и 25 нМ. Аптамеры показывали 
высокую специфичность, а именно: они не связыва-
лись с термоинактивированными культурами Salmonella 
и неповрежденными культурами Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa и Citrobacter freundii. 
В итоге, в соответствии с показателями наиболее высокой 
аффинности были выбраны 10 аптамеров для S. enteritidis 
и 9 ― для S. typhimurium. Антибактериальные эффекты 
воздействия аптамеров были определены путем сравне-
ния и подсчета количества колоний на чашках Петри в 
культуре, обработанной аптамерами, и в контроле, что 
отобразилось в виде существенного ингибирования роста. 
Механизм подавления роста бактерий не был до конца 
изучен, однако выяснилось, что бактериостатическое 
действие вызвано влиянием аптамеров на клеточную 
стенку бактерий. В экспериментах по окрашиванию Ро-
дамином-123 обработанных аптамерами сальмонелл вы-
яснилось, что присутствие аптамеров вызывало сильную 
деполяризацию клеточной стенки после 30-минутной 
инкубации. Эффект наблюдался на протяжении 18 ч и 
сопровождался реверсией [31]. Эффекты взаимодействия 
аптамеров с поверхностью бактериальных клеток прак-
тически не изучены и, возможно, что модуляция физи-
ко-химических процессов в бактериальных оболочках 
является новым перспективным направлением примене-
ния аптамеров как для научных целей, так и для создания 
новых антибактериальных средств.
Аптамеры, стимулирующие иммунный ответ
к бактериям
Внешняя стенка многих бактерий в процессе эво-
люции приобрела функцию защиты от воздействия им-
мунной системы атакуемого организма. Модификация 
клеточной стенки может изменять ее свойства и об-
легчать распознавание патогена защитными системами 
организма-хозяина. В 2007 г. впервые были получены 
ДНК-аптамеры, специфичные к интактным клеткам 
вирулентного штамма M. tuberculosis [32]. После 10 ра-
ундов отбора эффективность связывания 20 из отобран-
ных последовательностей была проанализирована ме-
тодом изотермической калориметрии, а специфичность 
к M. tuberculosis ― методом проточной цитометрии. На 
основании полученных данных был идентифицирован 
оптимальный вариант аптамера и установлено, что, 
блокируя некоторые мембранные белки на поверхно-
сти бактерии, аптамер может активировать продукцию 
CD4+ T клетками организма-хозяина интерферона γ ― 
важнейшего компонента иммунного ответа против воз-
будителя туберкулеза. При испытаниях аптамера на 
мышиной модели инфекции было показано, что средняя 
продолжительность жизни животных при введении им 
патогена в среднем увеличивалась на 3 дня по сравне-
нию с контрольной группой. Кроме того, было отмечено 
уменьшение отека легких у животных, которым в про-
цессе инфекции вводили аптамер [33].
В качестве продолжения предыдущего исследования 
были получены ДНК-аптамеры к маннозокапсулирован-
ному липоарабиноманнану M. tuberculosis (ManLAM). За 
12 раундов селекции было отобрано 13 различных молекул 
аптамеров. Иммуноферментным методом, аналогичным 
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), но использу-
ющим одноцепочечные олигонуклеотиды вместо антител 
(Enzyme-linked oligonucleotide assay, ELONA), был иден-
тифицирован аптамер с наибольшей константой дис-
социации (436,3±37,84 нМ) и проанализирована кросс-
реактивность отобранных к М. tuberculosis аптамеров к 
различным бактериям. Исследуемый аптамер оказался 
не только высокоспецифичным к избранной мишени, 
но и показал значительный ингибирующий эффект в от-
ношении ManLAM-индуцированной иммуносупрессии 
CD11c+ дендритных клеток, а также активацию CD4+ 
Th1 лимфоцитов. Экспериментальная терапия получен-
ным аптамером зараженных M. tuberculosis мышей ока-
залась весьма эффективной: в тканях легких и селезенки 
спустя 30 дней после введения аптамера присутствовало 
незначительное количество клеток патогена, причем су-
щественных патологических изменений обнаружено не 
было. Аналогичный 16-недельный эксперимент с макака-
ми-резусами показал меньшую эффективность терапии: 
были диагностированы хроническое воспаление легких 
и интерстициальная пневмония, однако формирования 
гранулем не было обнаружено. В итоге, только 2 из 3 
макак, составляющих экспериментальную группу, были 
излечены [34]. Тем не менее результаты показывают, что 
данный аптамер обладает значительным потенциалом и 
может рассматриваться как основа для новых противо-
туберкулезных вакцин.
Интересная модель непрямой стимуляции иммунного 
ответа на основе модифицированного аптамера была раз-
работана для повышения эффективности элиминации 
стрептококков за счет предсуществующего иммунного 
ответа. В организме человека в высоком титре присут-
ствуют антитела к галактозо-α-1,3-галактозил-β-1,4-N-
ацетилглюкозамину (α-Gal) [35]. Этот олигосахарид был 
конъюгирован с аптамером, отобранным на связывание 
с М-белком на поверхности стрептококков. Таким обра-
зом, конъюгат с аптамером являлся молекулярной «при-
манкой» для повышения эффективности опсонизации 
патогена и его последующей элиминации различными 
компонентами иммунной системы. В экспериментах in 
vitro были продемонстрированы эффективный фагоцитоз 
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опсонизированных бактерий и бактерицидная актив-
ность нейтрофилов [36]. Учитывая интерес к технологиям 
повышения эффективности презентации антигенов [37], 
описанная стратегия может получить распространение 
при создании профилактических и терапевтических анти-
бактериальных вакцин.
Перспективным направлением является исполь-
зование аптамеров для создания искусственных оп-
сонинов ― молекул или молекулярных комплексов, 
способных усиливать продуктивный фагоцитоз кле-
ток-патогенов антигенпрезентирующими клетками или 
провоцировать фиксацию комплемента с последующим 
лизисом бактериальных частиц. Впервые успешная оп-
сонизация с использованием конъюгатов аптамер-кон-
стантной части молекулы иммуноглобулина (Fc) была 
проведена в модельных экспериментах с магнитными 
частицами, покрытыми поли-γ-D-глутаминовой кис-
лотой ― основным компонентом клеточной стенки 
Bacillus anthracis, предотвращающим продуктивный фа-
гоцитоз патогена. Было показано, что опсонизирован-
ные Fc-аптамерным конъюгатом частицы поглощаются 
значительно более эффективно по сравнению с неопсо-
низированными.
В дальнейшем удалось получить ДНК-аптамер к липо-
полисахариду E. coli O111:B4. Для анализа связывания ап-
тамеров также использовался метод, аналогичный ELISA, 
с применением стрептавидин-пероксидазных конъюга-
тов, который показал, что отобранные аптамеры имеют 
высокое сродство к мишени. Полученные липополисаха-
ридсвязывающие аптамеры были затем конъюгированы с 
белковым комплексом C1qrs, который включал 3 связан-
ных белка системы комплемента ― C1q, C1r и C1s соот-
ветственно. Конъюгат комплемент-аптамер связывался 
с клетками E. coli и реализовывал антителонезависимую 




Хотя некоторые бактерии, такие как B. anthracis, ис-
пользуют относительно пассивные механизмы проник-
новения в макрофаги [39] (сопровождающиеся тем не 
менее последующей блокировкой иммунного ответа под 
действием комплекса токсинов [40]), целый ряд пато-
генов использует активные стратегии проникновения 
внутрь клеток хозяина, которые осуществляются при 
участии специализированных белковых комплексов ― 
адгезинов, инвазинов, а также систем, индуцируемых на 
последующих стадиях инвазии и угнетающих защитные 
системы клеток ― объекты инвазии [41, 42]. Системы 
инвазии бактериальных патогенов были выбраны в ка-
честве мишеней для аптамеров несколькими группами 
исследователей.
В 2005 г. были получены РНК-аптамеры, связываю-
щиеся с IVB-пилями S. typhimurium. В качестве мишени 
для селекции использовали предшественник белка PilS 
(pre-PilS). Константа связывания с пилями для наибо-
лее эффективного из полученных аптамеров составляла 
8,56 нМ. Способность аптамера ингибировать инвазию 
сальмонелл в макрофагоподобные клетки линии THP-1 
(клетки миелолейкоза человека) была проанализирована 
с использованием амплификации в реальном времени 
ДНК сальмонелл, выделенной из культуры ТНР-1 после 
инкубации в присутствии аптамера и удаления внекле-
точных бактерий. Была показана дозозависимость ин-
гибирования инвазии от концентрации конкурентного 
аптамера, при этом удавалось достичь практически пол-
ной блокировки заражения. Полученный продукт имеет 
не только значительный потенциал в борьбе против 
сальмонеллезной инвазии, но и может быть использован 
как аналитический инструмент в исследовании взаи-
модействия бактериальных пили типа IVB с клетками 
хозяина [43].
Интересным примером аптамеров, связывающихся с 
функциональными поверхностными структурами саль-
монелл, являются молекулы, ингибирующие образование 
биопленок. Биопленки значительно повышают устойчи-
вость бактерий к неблагоприятным условиям среды, в том 
числе и антибиотикорезистентность [44]. Прикрепление 
сальмонелл и других бактерий к поверхностям, обуслов-
ливающее формирование биопленки, требует синтеза 
флагелл (жгутиков), поэтому блокировка их взимодей-
ствия с внешними субстратами может предотвращать 
формирование биопленок. В описываемом исследова-
нии был получен аптамер к флагеллину S. choleraesuis с 
константой связывания 41±2 нM, при этом изначаль-
но селекция на предмет ингибирования формирования 
биопленок велась с использованием целых клеток (cell-
SELEX), а впоследствии мишень была идентифицирована 
методами масс-спектрометрии. Полученный «аптамер 3» 
ингибировал формирование биопленки и усиливал дей-
ствие антибиотиков [45].
Селекция аптамеров с использованием в качестве 
мишеней целых бактерий является одним из наиболее 
распространенных методов создания средств блокиров-
ки инвазии патогенов в клетки хозяина. В 2012 г. этим 
методом было получено семейство ДНК-аптамеров к 
клеткам M. tuberculosis с целью исследования блоки-
ровки клеточной инвазии возбудителя туберкулеза [33]. 
Отобранный из популяции 30 молекул на основании 
данных проточной цитометрии аптамер обладал аф-
финностью к M. tuberculosis в наномолярном диапазоне, 
предотвращал проникновение патогена в макрофаги и 
был способен стимулировать в присутствии возбуди-
теля синтез цитокинов (интерферона γ, интерлейки-
нов 15 и 17), усиливая таким образом иммунный ответ 
к патогену [46].
Одним из важных преимуществ аптамеров по срав-
нению с антителами является возможность их отбора к 
широкому спектру низкомолекулярных мишеней. Спектр 
подобных мишеней для антител весьма ограничен: поми-
мо необходимой иммуногенности малой молекулы-ми-
шени для индукции значимого иммунного ответа данную 
мишень необходимо гаптенизировать (щадящее разруше-
ние), иначе говоря, ― представить иммунной системе в 
виде ковалентного конъюгата с большой (как правило, 
белковой) молекулой. Более того, даже в случае гапте-
низации не гарантировано распознавание малой орга-
нической молекулы иммунокомпетентными клетками, 
ведущее к индукции антительного ответа. Таким образом, 
спектр низкомолекулярных мишеней, к которым можно 
получить антитела, весьма ограничен. Напротив, нет ни-
каких ограничений на создание аптамеров, связывающих 
всевозможные малые молекулы, вплоть до аденозинтри-
фосфата [47, 48].
N-ацилгомосеринлактон (N-acylhomoserine lactone, 
HSL) является ключевым компонентом регуляции чув-
ствительности бактерий к их концентрации в окружаю-
щей среде (Quorum sensing). Нарушение этой чувстви-
тельности приводит к некорректным реакциям патогенов 
на неблагоприятные условия среды (например, к нару-
шениям в синтезе биопленок), и может использоваться 
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для сенсибилизации бактерий к антибиотикам, а также в 
других терапевтических стратегиях [49]. Поскольку HSL 
секретируется в окружающую среду, он является удобной 
мишенью для аптамеров. В 2013 г. были получены ДНК-
аптамеры к структурному аналогу HSL ― аминолактам-
ному суррогату (ALS), пригодному для ориентированной 
иммобилизации на магнитных микросферах. Получен-
ные аптамеры проявляли высокую аффинность к ALS 
(10−20 нМ), а в отношении природных лактонов (гомосе-
рин- и бутирилзамещенных) — разбились на три группы. 
Одна из групп аптамеров, аффинных к ALS, не проде-
монстрировала существенного сродства к природным 
лактонам, вторая связывала только бутирилзамещенный 
лактон, а третья ― только HSL. Не удалось идентифи-
цировать аптамер, способный эффективно связывать обе 
модификации лактона, поэтому были отобраны молеку-
лы, связывающие бутирильный и гомосериновый вари-
анты лактона с максимальной аффинностью. Очевидного 
влияния на рост культуры P. aeruginosa in vitro данные 
аптамеры не оказывали, однако существенно снижали 
синтез пиоцианина, LasA- и LasB-протеаз, а также пода-
вляли формирование биопленок [50].
Аптамеры, ингибирующие действие
бактериальных токсинов
Впервые аптамеры, ингибирующие действие нейро-
токсина Clostridium botulinum, были выделены в 2007 г. 
Авторы предположили возможность селекции аптаме-
ров ко всем трем функциональным доменам ботулини-
ческого нейротоксина типа А (BoNT/А) для получения 
как профилактических, так и терапевтических препа-
ратов [51].
Впоследствии были получены аптамеры, связываю-
щие полноразмерный токсоид BoNT/А (токсин, инакти-
вированный альдегидом) и короткий фрагмент тяжелой 
цепи BoNT/А (HC-пептид), содержащий 19 аминокис-
лот (аминокислоты 1177−1195). Аптамеры к HC-пептиду 
BoNT/A должны были тормозить связывание токсина 
с поверхностью клеток-мишеней. Константы диссоци-
ации отобранных аптамеров измеряли методом флюо-
ресцентной анизотропии. У аптамеров, специфичных к 
токсоиду, константа равновесия варьировала в пределах 
от 3 до 51 нМ, а у молекул, связывающих HC-пептид, ― 
от 1 до 4 мкМ. Дальнейшие исследования показали, что 
Hc-пептидные ДНК-аптамеры полностью ингибировали 
связывание нейтрализующего моноклонального антитела 
с полноразмерным токсином. Был сделан вывод о воз-
можности разработки на основе HC-пептидного аптамера 
препарата, способного воспрепятствовать связыванию 
BoNT/А с рецептором-мишенью на поверхности синап-
тических везикул [52].
Аптамеры, специфичные к легкой цепи (LC) BoNT/A 
и ингибирующие протеолитическую активность, были 
получены методом автоматизированного SELEX. Кон-
станта диссоциации для трех наиболее эффективно 
связывавшихся с мишенью РНК аптамеров составляла 
87 нМ. При дальнейшем исследовании было показано, 
что два из полученных аптамеров являются неконку-
рентными, а один ― конкурентным ингибитором LC 
BoNT/A. Для обеспечения устойчивости к нуклеазам 
аптамеры были стабилизированы 2’F-пирамидоном [53]. 
Полученные РНК-аптамеры представляют собой пер-
спективные прототипы для разработки как терапев-
тических, так и диагностических препаратов против 
ботулизма. Интересно, что неконкурентные ингибиторы 
металлопротеаз могут являться наиболее ценными с 
точки зрения возможного терапевтического примене-
ния, поскольку они с меньшей вероятностью могут 
ингибировать активность различных металлоферментов 
организма-хозяина [54].
Исследований, посвященных детекции бактериаль-
ных токсинов на основе аптамеров, пока значительно 
больше, чем работ по селекции потенциальных тера-
певтических молекул [55, 56]. Ряд методик, разработан-
ных для целей диагностики, оказывается весьма пер-
спективным для последующего отбора терапевтических 
молекул. Например, для диагностики ботулотоксинов 
различных серотипов с применением аптамеров была 
разработана методика на основе флюоресцентного ре-
зонансного переноса энергии (Fluorescence resonance 
energy transfer, FRET). Анализ специфичности связыва-
ния аптамеров с ботулотоксинами различных серотипов 
проводили, используя возможность синтеза аптамеров с 
заранее встроенными красителями и гасителями флюо-
ресценции. Изменение конформации аптамера при свя-
зывании может сопровождаться изменением расстояния 
между флюорофором и гасителем, что ведет к изме-
нению интенсивности флюоресценции [57]. Удобство 
данной методики заключается в том, что она позволяет 
изучать связывание аптамера с мишенью в растворе, 
исключая искажающие результаты измерений твердо-
фазными методами и значительно упрощая процедуру 
анализа. Создание таких методик возможно благода-
ря значительной гибкости «химического пространства» 
синтеза олигонуклеотидов.
Одними из первых аптамеров к стафилококковым 
энтеротоксинам были ДНК-шпигельмеры (от нем. 
Spiegel — зеркало, греч. Meros — часть, доля; энтан-
тиомеры исходных аптамеров) против энтеротоксина B 
S. aureus (Staphylococcus enterotoxins В, SEB), отобранные 
зеркальным методом SELEX (Mirror-image) [58]. Харак-
теристики связывания с SEB были проанализированы с 
использованием поверхностного плазмонного резонанса 
(Plasmon resonance). Константа равновесия шпигельмера 
с оптимальными характеристиками составляет ~420 нМ. 
При этом он проявляет высокую специфичность при свя-
зывании с SEB даже при избытке концентрации других 
белков (обнаружено на примере казеина). Идентифици-
рованный шпигельмер может быть положен как в основу 
диагностических систем, так и для разработки терапевти-
ческих препаратов [59].
В 2014 г. методом классической SELEX были получе-
ны ДНК-аптамеры против стафилококкового α-токсина. 
В результате 10 раундов селекции удалось выделить 
49 уникальных последовательностей. Все они были про-
верены на возможность нейтрализации цитотоксичности 
α-токсина: для эксперимента была взята доза токсина, 
вызывающая 50% клеточную смерть в течение 6 ч (LD50). 
Четыре из 49 аптамеров повышали жизнеспособность 
клеток до ~85−90%, что характеризует их как продукт со 
значительным терапевтическим потенциалом при заболе-
ваниях, вызванных S. aureus [60].
Работы по получению аптамеров к токсину SEB ве-
дутся весьма активно. В частности, в одной из последних 
работ были проведены не только эксперименты in vitro с 
использованием моноцитарных клеточных линий, но и 
проанализировано действите ПЭГ-модифицированного 
аптамера in vivo на классической мышиной модели токси-
ческого шока, индуцированного SEB. В этих эксперимен-
тах было достигнуто значительное снижение смертности 
эксперментальных животных при введении полиэтилен-
ликированного аптамера [61].
flat Vestnik 5-2016.indd   354 30.11.2016   15:10:49
355
Аптамеры и рибосвитчи
По сути, многие из рибосвитчей (Riboswitch) явля-
ются природными РНК-аптамерами, связывающимися 
с низкомолекулярными лигандами и осуществляющими 
сигнальную трансдукцию [62, 63]. Существование боль-
шого числа как видов рибосвитчей, так и связывающих 
их лигандов является своеобразным аргументом в пользу 
развития аптамерных платформ, существующих in vivo. 
Рибосвитчи являются нетранслируемыми последователь-
ностями матричной РНК, с которыми низкомолекуляр-
ный метаболит или иная малая молекула способны свя-
зываться без посредничества белков, вызывая изменения 
во вторичной структуре РНК [64]. Изменения структуры 
РНК затем транслируются в изменение экспрессии ге-
нов. Рибосвитч обычно располагается на 5’-конце цепи 
матричной РНК и представляет собой структуру из двух 
доменов ― аптамерного и регуляторного. Аптамерный 
домен отвечает за связывание с сигнальной молекулой, 
регуляторный ― за модуляцию экспрессии гена. Меха-
низмы влияния на экспрессию разнообразны: воздей-
ствие может осуществляться и на транскрипционном, и 
на посттранскрипционном уровне. Регуляторные домены 
рибосвитчей весьма вариабельны и отличаются даже у 
близкородственных видов, в то время как аптамерный 
домен зачастую весьма консервативен [65]. Учитывая ап-
тамерподобную структуру рибосвитчей, логично было бы 
ожидать работ по созданию искусственных рибосвитчей 
и модификации уже существующих на основе технологий 
SELEX [66]. Однако на данный момент эти работы лишь 
опосредованно связаны с созданием антибактериальных 
агентов на основе селекции рибосвитчей, например через 
создание систем для тестирования антибиотиков [67] 
или в интересах синтетико-биологического подхода к 
созданию регулируемых моделей для инфекционных за-
болеваний [68].
Проблемы селекции и применения аптамеров
для создания антибактериальных
и антитоксинных препаратов
Несмотря на интенсивные исследования в области ан-
тибактериальных аптамеров, подтверждаемые примерами 
из настоящего обзора, следует отметить, что в данной 
области имеются задачи, решить которые еще предстоит. 
В значительной степени эти проблемы вызваны теми же 
особенностями строения бактерий, которые привели в 
свое время к неудачам в создании новых антибиотиков 
методами медицинской химии и высокопроизводитель-
ного скрининга библиотек малых молекул [69]. Клеточ-
ная стенка бактерий непроницаема для немодифици-
рованных молекул ДНК или РНК. В силу этого выбор 
мишеней для большинства антибактериальных аптамеров 
в значительной степени ограничивался секретируемыми 
молекулами (в первую очередь, токсинами и другими 
факторами вирулентности) или мишенями, находящими-
ся на внешней мембране микроорганизмов. 
Разработка принципиально новых подходов к созда-
нию антибиотиков позволяет говорить о начале преодо-
лении кризиса в этом направлении исследований [35, 70]. 
Таким же образом новые технологии, разрабатываемые 
в области селекции и дизайна аптамеров, помогут созда-
нию высокоэффективных антибактериальных препаратов 
на основе этих молекул. 
Например, использование аптамеров в качестве про-
межуточного звена для опсонизации бактерий предсу-
ществующими в организме антителами [71] может рас-
сматриваться в качестве одного из способов достижения 
терапевтического эффекта без необходимости преодоле-
ния барьера в форме клеточной стенки микроорганизма. 
В рамках той же парадигмы аптамеры были использованы 
в качестве средства направленной доставки наноконтей-
неров, содержащих антибиотик [72]. Доставка с исполь-
зованием наноконтейнеров, высвобождающих действую-
щее вещество только при условии связывания аптамеров 
с мишенью, повышает специфичность действия антибио-
тика в отношении целевого патогена и уменьшает значе-
ние минимальной ингибирующей концентрации, снижая 
вероятность формирования антибиотикорезистентности 
как у целевого патогена, так и за счет уменьшения не-
специфического эволюционного давления на непатоген-
ную микрофлору. Физические методы, использующие 
аптамеры в качестве мишеньнаправленного носителя, в 
частности фотоинактивация [73], могут быть развиты на 
основе имеющихся подходов к фотодинамической тера-
пии [74] и использованы в борьбы с патогенами, облада-
ющими неспецифической резистентностью, например за 
счет формирования биопленок [75].
Можно предположить, что принципиальная способ-
ность аптамеров как фрагментов ДНК или РНК воспро-
изводиться в аппарате репликации или транскрипции 
клетки [76] приведет к разработке аптамеров, включен-
ных в состав плазмидного или фагового генома и спо-
собных к высокоэффективному размножению внутри 
бактерии после ее инфекции фаговой частицей [77] или 
иным вектором, несущим репликационно- и транскрип-
ционно-компетентный аптамер [78]. 
В качестве альтернативного пути доставки молекул 
в бактериальные клетки можно рассматривать биспеци-
фические аптамеры, способные не только распознавать 
внутриклеточные мишени, но и связываться с транс-
портерами, переносящими биомолекулы во внутрикле-
точное пространство бактерий по аналогии с механизмом 
проникновения в клетки бактериоцинов [79]. Одной из 
приоритетных мишеней для аптамеров, действующих 
по вышеописанному сценарию, могут быть рибосвитчи 
[80]. С другой стороны, поскольку искусственные рибос-
витчи, основанные на аптамерах, активно используются 
в экспериментах по модуляции метаболизма и сложных 
регуляторных процессов в бактериях [81], можно предпо-
лагать, что сфера использования «эндогенных» аптаме-
ров в интересах борьбы с бактериальными инфекциями 
может быть расширена и в область создания вакцинных 
штаммов, для которых требуется исключительно тонкая 
настройка степени вирулентности [82]. 
Одной из проблем использования аптамеров в ка-
честве терапевтических молекул долгое время являлась 
их относительно низкая аффинность к мишеням. Для 
аптамеров, блокирующих действие токсинов, константа 
связывания с мишенью имеет принципиальное значе-
ние. Поскольку у токсина, как правило, аффинность к 
клеточным рецепторам весьма высока, а связывание со-
провождается значительными конформационными пере-
стройками [83], относительно низкоаффинные аптамеры 
в таких условиях будут вытесняться из комплекса с мише-
нью и окажутся неспособными выполнять блокирующую 
функцию. 
Принципиальная возможность создания высокоаф-
финных аптамеров (с константами связывания в субна-
номолярном диапазоне) была продемонстрирована на 
примере аптамера к тромбину и ряда других [84]. Однако 
число высокоаффинных аптамеров, полученных класси-
ческим путем селекции на основе немодифицированных 
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ДНК и РНК, относительно невелико. Не исключено, что 
получение немодифицированных высокоаффинных ап-
тамеров к некоторым типам мишеней столкнется с труд-
норазрешимыми физико-химическими проблемами [85]. 
Создание модификаций нуклеозидов, содержащих 
гидрофобные ароматические группы, а также мутантной 
ДНК-полимеразы, способной эффективно включать в 
цепочку ДНК модифицированные нуклеотиды [20], по-
зволило не только повысить аффинность отобранных 
аптамеров к мишеням, но и значительно расширить круг 
мишеней, к которым возможно получение одноцепочеч-
ных олигонуклеотидов [86]. Новые молекулы получили 
название SOMAmers (Slow Off-rate Modified Aptamers), 
что подчеркивает один из важных механизмов селек-
ции ― отбор молекул, медленно (в течение десятков ми-
нут и часов) диссоциирующих из комплекса с мишенью. 
Успех в получении высокоаффинных лигандов на основе 
сомамеров к клинически значимым белковым молекулам, 
например к интерлейкину 6 [87], обусловливает даль-
нейшее развитие этой технологии, в частности создание 
новых ферментов, способных полимеризовать различные 
модификации нуклеотидов. 
Заключение
Разработка технологий получения высокоаффинных 
аптамеров далека от завершения, и необходимы усилия 
как в области модификации структуры самих аптамеров, 
так и модернизации подходов к их селекции из библи-
отек [11, 88]. Решение указанных проблем значительно 
продвинет разработку антибактериальных препаратов на 
основе аптамеров.
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